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Compost nouveau d'origine veg^tale, derive de I'acide cafdique, Torapostde; composition ^ usage thdrapeu- 
tique et composition dermato-cosmetique le contenant 

fez) L'invention concerne, a titre de compose nouveau, le 
a5nv6 de I'acide caf6ique ayant la fonmule suivante: O- p- 
D-(3-0- a-L-rhamnopyranosyl)-(4-0-cafeoyl)-[(1,2) 
6thylid6ne-2'-e-(3",4"Hdihydroxyph6nyl)-7-glucopyranoside 
et son precede de preparation a partir de plantes ou de cel- 
lules de plantes. 

L'invention concerne une composition a usage therapeu- 
tique contenant ce compost, ^ titre de principe actrf, appli- 
cable pour le traitement des affections necessltant Tutilisa- 
tion de pi6geurs de radicaux libres. 

L'invention conceme aussi une composition dermato- 
cosmetique contenant ce compost, sans addition de 
consen/ateur antimicrobien ni antioxydant, et destinee a 
prot^ger contre les reactions inflammatoires et le vieillisse- 
ment dus aux U.V. 
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La presente invention concerne un compose nouveau, 
1 • oraposide^ qui est un derive de I'acide cafeique extrait 
de vegetaux de la famille des Orobanchaceae , des 
compositions a usage therapeutique contenant I'oraposide 
comme principe actif et des compositions dermato-cosmetiques 
le contenant . 

Des etudes preliminaires du Demandeur et d'autres 
laboratoires avaient deja revele la presence de derives de 
l*acide cafeique dans les extraits d * Orobanchacees, plantes 
phanerogames parasites sans chrorophylle (Andari et al . 
1980, II Farmaco, 1^ 1-30; Bridel et Charaux, 1924, C.R. 
Acad. Sci. 178, 1839) mais leur structure n'etait pas 
clairement etablie , 

L'interet pharmacologique de I'acide cafeique (ou 
acide 3, 4— dihydroxycinnamique) et de plusieurs derives 
naturels de celui-ci a deja fait I'objet de nombreuses 
etudes. Ainsi Kimura et al . (Planta Medica, 1984, 473-477) 
ont etudie 1 ' ef f et de divers tanins et en particulier de 
derives de 1* acide cafeic[ue et caf eoylquinique extraits de 
plantes de I'espece Artemisia et ont montre leur effet 
inhibiteur sur la peroxydation des lipides dans les 
mitochondries et les microsomes de -foie de rat. action 
inhibitrice de ces molecules sur les lipoxygenases 
participant au metabolisme des leucotrienes et de I'acide 
arachidonique et leur utilisation potentielle dans le 
traitement d* affections inf lammatoires comme I'asthme ont 
aussi ete publiees par Kimura et Okuda (J. of natural 
products, 1987, 50, 392-399) . 

L'activite de differents derives de tanins 
cafeiques etant multiple et variable en fonction de leur 
structure, il est interessant de rechercher de nouvelles 
molecules de cette famille, dans les plantes medicinales ou 
autres, et d*en chercher de nouvelles activites 
pharmacologiques ou des performances superieures. 

Ainsi le Demandeur a obtenu, a partir d* extraits 
de plantes de la famille des Orobanchaceae qui parasitent 
divers genets (Cytisus scoparius et purgans) ainsi que des 



2 



52086 



plantes alimentaires comme ies lentilles, les feves, les 
solanees (tomates/. aubergines . . . ) ^ nouveau compose 

presentcuat des proprietes particulierement interessantes . 

La substance extraite de I'Orobanche rapum- 
genistae a ete obtenue a I'etat pur et cristallise, par 
exemple par maceration alcoolique d'un extrait de plante ou 
de cellules de plante et soumise aux diverses analyses 
classiques . permettant d ' en etablir la configuration 
moleculaire et la structure (separations chromatographiques , 
determination du point de fusion^, etudes des spectres RMN, 
de masser aux rayons X;- IR et OV et diverses analyses 
biochimiques ) . La formule qui a ete deduite de ces analyses 
est la suivante : 0-{3-D- (3-O-a-L-rhamnopyranosyl ) - ( 4 -O- 

cafeoyl) -Ci^r 2) -ethylidene-2 ' -e- (3" r 4"-dihydroxyphenyl) J- 
glucopyranoside , 

Le Demandeur propose de l*appeler "oraposide" . 

L'effet hepatoprotecteur de l*acide cafeique et 
d*autres polyphenols ayant deja ete decrit^. I'effet de 
1 'oraposide a ete compare a celui de molecules connues, vis- 
a-vis de molecules hepatotoxiques comme le nitroxynyl et le 
chloroforme^ dans des tests in vitro. Deux marqueurs 
biochimiques d ' hepatot oxicit e ont -ete etudies sur des 
hepatocytes de lapins : 

- la liberation de lactate deshydrogenase dans le milieu de 
culture des hepatocytes et son dosage^. 

- le dosage de la malonyldialdehyde lors de la reaction de 
peroxydation des lipides dajas les microsomes hepatiques . 

L'effet hepatotoxique des produits utilises etant 
probablement du a la liberation de radicaux libreS;^ un 
"piegeur de radicaux libres" connu comme 1 ' a-tocopherol 

(vitamine E) a ete utilise comme reference dans les memes 
tests . 

Le Demandeur a observe avec surprise que l*effet 
protecteur de 1* oraposide, dans ces deux tests in vitro, est 
nettement superieur a celui de I'acide cafeique et de 1 * a- 

tocopherol . 

La remarquable absence de toxicite des derives de 
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I'acide cafeique tant per os que par injection ou par 
contact permet done d'envisager de nombreuses applications 
pour la molecule de la presente invention . 

Ainsir la presente invention concerne egalement 
une composition a usage therapeut ique contenant comme 
principe act if une dose efficace d*oraposide^ comprise de 
preference entre 0;-l et 5 %r en association avec un 
excipient pharmaceut iqniement inerte ou d'autres substances 
actives. Elle sera adaptee,. en fonction de 1' usage voulu, a 
une injection,, a une administration orale ou a un traitement 
externe par voie topique. 

La composition selon 1' invention pourra etre 
utilisee comme medicament pour le traitement des affections 
necessitant des piegeurs de radicaux^ en particulier les 
phenomenes inf lammatoires les intoxications des hepatocytes 
et le vieillissement cellulaire, surtout au niveau de la 
peau . 

La presente invention concerne aussi une 
composition dermato— cosmetique contenant comme principe 
actif une dose efficace d'oraposide (de 0,1 a 5 %) et un 
excipient pharmaceutiquement inerte . 

Le Demandeur a egalement- mis en evidence des 
proprietes ant ibacter iennes de I'oraposide. Ainsi la 
preparation dans laquelle sera utilise ce compose pourra ne 
pas etre additionnee d* agent conservateur antimicrobien , 

De pluSjr les remarquables proprietes de 
l^oraposide comme inhibiteur de la peroxydation rendent 
inutile 1' addition d'un agent protecteur du rancissement de 
1' excipient qui peut etre de nature lipidique en dermato- 
cosmetique,. le principe actif jouant lui-meme ce role. 

La composition dermat o-cosmet ique selon la 
presente invention devrait etre part iculierement efficace 
dans la prevention du vieillissement de la peau et dans le 
traitement des etats inf lammatoires qui accompagnent souvent 
I'erytheme solaire. En effete on salt que dans certaines 
conditions metaboliques ou perturbations d'origine excerne 
comme 1' exposition aux rayons ultra-violets ^ la reduction de 
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1 ' oxygene est incomplete et aboutit a la formation de 
radicaux libres pouvant deteriorer les phospholipides des 
membranes cellulaires . La production de radicaux libres 
entraine diverses manifestations physiopathologiques qui 
participent au vieillissement cellulaire et peut-etre a la 
cancerogenese^ aux phenomenes inf lammatoires et au processus 
d ' intoxication hepatique, ce qui justifie 1 * utilisation des 
hepatocytes comme systeme— modele in vitro. 

L'exemple suivant illustre 1^ invention sans 
toutefois en limiter la portee. Les 4 figures illustrent les 
resultats experimentaux . 

La figure 1 represente la structure de 
1 * oraposide . 

La figure 2 represente la quant it e de LDH (lactate 
deshydrogenase) relarguee par 4.10^ hepatocytes (culture de 
8 jours) dans le milieu de culture^ 3^. Ir et 24 heures apres 
traitement 

1 = non traiteSr 

2 = traites au nitroxynyl 10"'^ 

4 = traites- au nitroxynyl 10~^ M et a 1' oraposide 5 . 10~^ M 
(3;^ 5;- 6 = autres molecules testees) . 

La figure 3 represente la quant ite de LDH (lactate 
deshydrogenase) relarguee par 4.10^ hepatocytes (culture de 
24 heures) dans le milieu de culture^ 3^ If et 24 heures 
apres traitement 

1 = non traites 

2 = traites par le chloroforme 10"^ 

3 = traites par le chloroforme 10"^ M et 1' oraposide a 

5.10'5 

La figure 4a represente 1' inhibition de la 
lipoperoxydat ion sur des microsomes hepatiques par 
differents composes phenoliques a 5.10"^ M dans le milieu 
reactionnel : 

I = temoin sans compose phenoliquei^ 
3 = oraposide 

10 = acide cafeic[ue/. 

II = a-tocopherol^ 
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{2f 4 a 9 autres molecules testees) . 

La figure 4b represente 1' inhibition de la 

1 ipoperoxydat ion par I'oraposide a differentes 
concentrations sur des microsomes hepatiqxies de lapin : 

5 1= temoin sans oraposide, 

2 = 5.10"5 M 

3 - 10"5 M 

4 = 5.10-6 M 

5 = 2.10-6 
10 6 = 10-6 • 

EXEMPLE 

A . Preparation de I'extrait vegetal. purification des 
cristaux. analyse et etablissement de la formule de 
1 ' oraposide . 

15 Le materiau de depart est de la poudre de plante 

(Orobanche) degraissee a 1 * ether de petrole. Cette poudre 
est mise a macerer dans de I'ethanol a 80 % ou du methanol a 
80 %f a raison de 10 1 pour 400 g de poudre de plante^ a 
5 0^C. 

20 Cette maceration alcoolionae^ apres filtration^, est 

additionnee rapidement de 20 ml d*une solution aqueuse 
fraichement preparee de metabisulf ite de sodium a 10%. A la 
suite d'un repos d'une nuit a 4®C cet extrait est filtre 
puis concentre de maniere a chasser I'alcool. L' extrait 

25 devenu aqueux* subit un degraissage definitif par un melange 
: ether ethylique debarrase des peroxydes - ether de petrole 
(3 : 1) . Cet extrait degraisse est epuise par 20 litres 
d * acetate d'ethyle (redistille sur chlorure de calcium), Les 
phases "acetate d'ethyle" sont dessechees par du sulfate de 

30 sodium (pur^ sec) r puis reunies et evaporees a sec sous 
vide. Le residu poudreux obtenu^ de couleur blanc-creme^ est 
dissout dans de l^eau chaude et la solution est mise a 
cristalliser a la temperature ambiante puis a +4°C . 

Ces cristaux. sont essores et remis en solution a 

35 chaud dans un melange ethanol 5 % - eau 95 % puis 
recristallises a froid. L' operation est repetee plusieurs 
f ois . 
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Le composant obtenu a 1 ' etat de cristaux purs est 
soumis a diverses analyses classiques, biochimiques et 
chimico-physi qu es (separation chromatographique^ 
determination du point de fusion^ etude des spectres RMN, de 
laasse^. aux rayons X^^ IR et UV) pour determiner sa structure. 
L* analyse des resultats donne la formule suivante ; O-P-D- 
(3-0-a-L-rhamnopyranosyl) - (4-0-caf eoyl) -Z"(l/ 2) -ethylidene- 
2 * -e- (3 4 "-dihydroxyphenyl)_7-glucopyranoside . 

Sa structure apres etude aux rayons X est 
representee dans la figure 1. 

B . Etude in vitro des oroorietes de I'oraposide oour la 
protection des hepatocytes de lap ins en culture. 

Le modele experimental choisi est 1* etude de la 
liberation de lactate deshydrogenase (LDH) par les 
hepatocytes de lapin en culture primaire^ cette liberation 
de LDH representant un marqueur de degradation des 
hepatocytes . 

Les hepatocytes sont volontairement intoxiques au 
nitroxynyl (10~^ a 10~^ M) ou au chloroforme (de 10"^ ^ 10"^ 
M) . 

L*effet de l^oraposide est evalue pour una 
concentration de 0^05 mM final dans le milieu de culture. 

La figure 2 montre que l*oraposide diminue tres 
s ignif icativement le relargage de LDH par les hepatocytes 
intoxiques au nitroxynyl et la figure 3 montre un effet 
moins net sur les cellules traitees au chloroforme mais 
celui-ci a un effet moins toxique . 

L'oraposide par lui-meme ne presente aucune 
toxicite cellulaire/^ meme a une concentration de 100 [IM. 

C Etude in vitro de 1' inhibition de la lipoperoxvdat ion a 
partir des microsomes hepatiques de lapin. 

One reaction de 1 ipoperoxydat ion se produit 
lorsqu'on incube des microsomes hepatiques de lapin en 
presence de NADPH. 

Les microsomes sont recuperes apres traitement des 
hepatocytes aux ultra-sons . 

La lipoperoxydation est evaluee par la formation 
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de malonyldialdehyde selon la methode de Placer et al . 
(1966r Analyt, Biochem. 16^ 359-364) . 

La reaction est effectuee en absence (temoin) et 
en presence d'acide cafeique ou d'oraposide a la 
concentration de 5.10"^ M ou en presence d ' a-tocopherol 

(Sigma) 5 . 10~5 M (reference d'activite inhibitrice connue) . 

La figure 4a montre clairement que 1 ' acide 
cafeique et 1 * a-tocopherol ont une activite inhibitrice 
equivalente et que I'oraposide assure une inhibition plus 
forte (100 %) . 

La dose d'oraposide necessaire pour obtenir une 
inhibition de 50 % est de 10"^ M (figure 4b) . 

De plus il est possible de potent ial iser 
I'oxydation des lipides mexnbranaires par des generateurs de 
radicaux libres (CCI4 et H2O2) ; dans ces conditions 
1' inhibition par I'oraposide est de 100 % avec le CCI4 et de 
90 % avec l'H202. 

D . Mise en evidence d'une activite antibacterienne . 

On salt qu'un certain nombre de derives de l^acide 
cafeique inhibent la multiplication des bacteries . Cette 
propriete a ete confirmee pour I'oraposide sur 40 souches 
dif f erentes,- appartenant a 10 genres de bacteries. 

On observe 100 % d* inhibition de toutes les 
souches des la dose de 0,5 mg/ml. 

Une etude plus detaillee realisee avec 2 9 souches 
de Staphylococcus aureus montre une inhibition de 70 % des 
la concentration 0^-05 mg/ml et de 80 % a 0,12 mg/ml. 
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REVEND ICATIONS 

1. - A titre de compose nouveau, le derive de 
I'acide cafeique ayant la formule suivante : 0-(i-D- (3-0-a-L- 

rhamnopyranosyl) - (4-0-cafeoyl) -jTilr 2) -ethyiidene-2 ' -e- 
( 3 II ^ 4 M -ciihydroxyphenyl)J^-glucopyranoside . 

2. - Procede de preparation du compose selon la 
revendication 1^ caracterise en ce qu * on soumet un extrait 
de plante ou de cellules de plante a une maceration 
alcoolique . 

3. - Composition a usage therapeutique caracterisee 
en ce qu'elle contient une dose efficace du compose selon la 
revendication 1 . 

4. — Composition a usage therapeutique selon la 
revendication 3^ caracterisee en ce qu'elle contient de 0,1 
a 5 % du compose selon la revendication 1 . 

5. - Composition a usage therapeutique selon la 
revendication 3 ou 4, caracterisee en ce qu'elle contient un 
excipient pharmaceut iquement inerte approprie a une 
administration par voie orale, parenterale ou topique . 

6. - Utilisation du compose selon la revendication 
1 pour la preparation d*un medicament pour le traitement de^s 
affections necessitant 1 ' utilisation de piegeurs de radicaux 
libres . 

7. - Composition dermato-cosmet ique caracterisee en 
ce qu'elle contient une dose efficace du compose selon la 
revendication 1- 

8. - Composition dermato-cosmet ique selon la 
revendication 7^ caracterisee en ce qu'elle contient de 0,1 
a 5 % du compose selon la revendication 1 . 

9. - Composition dermato-cosmet ique selon la 
revendication 7 ou 8, caracterisee en ce qu'elle n'est pas 
additionnee d' agents conservat eurs ant ibacter iens ou 
antif ongiques . 

10. — Composition dermato-cosmet ique selon I'une 
quelconque des revendicat ions 7 a 9, caracterisee en ce 
qu'elle n'est pas additionnee d'agents conservateur s 
antioxydants . 
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11.- Composition dermato-cosmet ique selon I'une 
quelconque des revendications 7a 10, caracterisee en ce 
qu ' elle a un effet protecteur contre les reactions 
inf lammatoires et le vieillissement cellulaire dus a la 
5 liberation de radicaux libres provoques par 1' exposition aux 
rayons ultra— violets ou autres generateurs de radicaux 
libres . 

10 
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Figure 2 




Figure 3 
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Figure 4a 
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